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Nunes TSBS. Efeito da N-acetilcisteina em biofilme de Candida albicans [dissertacao
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RESUMO

Candida albicans (Ca) é o principal fungo patégeno humano, responséavel por
infeccbes como a candidose orofaringea e a candidemia. Essas infeccbes estdo
fortemente associadas com a formacéo de biofilmes. O uso abusivo de antifingicos
tem levado ao desenvolvimento de resisténcia fungica. As terapias direcionadas aos
biofilmes, principalmente contra a matriz extracelular (MEC), séo relevantes para o
desenvolvimento de novos tratamentos mais eficazes. Um dos agentes que tem
demonstrado acédo antibiofiime é a N-acetilcisteina (NAC). Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo da NAC em biofilmes in vitro de C. albicans susceptivel
(CaS) e resistente ao fluconazol (CaR). Culturas planctonicas de CaS e CaR foram
cultivadas e submetidas ao teste de susceptilidade a NAC. Foram determinadas
também a curva de inativacdo de ambas as cepas sob acdo da NAC, seu efeito na
formacdo do biofilme e no biofilme maduro. Por fim, foi avaliada a acdo NAC na
composicado da MEC do biofilme, por meio da quantificacdo de peso seco total e do
precipitado, polissacarideos soluveis em agua (WSP) e alcali (ASP), proteinas do
sobrenadante e do precipitado e DNA extracelular (eDNA). Os dados obtidos foram
analisados descritivamente e pelos testes ANOVA/Welch e Tukey/Gomes-Howell ou
Kruskal-Wallis («=0,05). A concentracdo inibitoria minima da NAC com reducéo de
90% (CIMgo) foi de 25 mg/mL para ambas as cepas. Apesar de ndo ter sido
encontrado nenhum valor de concentracédo fungicida minima (CFM), a NAC reduziu
(p=< 0,001) a viabilidade fungica em 1,81 a 4,06 logio em ambas as cepas avaliadas.
Na curva de inativagao, apenas as concentracdes = CIM reduziram o crescimento
fungico durante 24 h, essa acdo fungistatica foi mais evidente entre 8-10h.
Concentragcbes < CIM aumentaram o crescimento fangico. Em biofiimes em
formacéo, concentracdes > CIM (100 e 50 mg/mL) inibiram a viabilidade (reducéo de
1,41 a 2,77 logio) € a biomassa (redugéo de 39 a 88%), e para CaS a NAC 25e 12,5
mg/mL também reduziu biomassa em 77 e 34%, respectivamente. Esse efeito
inibitério também foi observado em diferentes fases da formacéo do biofilme (24, 12
e 6 h). J& em biofilmes maduros, apenas a NAC 100 mg/mL reduziu a viabilidade
(1,12 a 2,30 log10) em ambas as cepas, e em CaR 50 e 25 mg/mL de NAC reduziram
1,26 e 0,64 log1o, respectivamente. Na biomassa, a NAC 100 mg/mL reduziu 69-72%
para ambas as cepas, e em CaR a NAC 50 e 25 mg/mL também reduziu em 64 e
48%, respectivamente. NAC 12,5 mg/mL também aumentou (p< 0,001) a viabilidade
de CasS do biofilme maduro e em formac&o. Na analise dos componenetes da matriz
dos bofilmes, foi observada uma tendéncia da NAC 100 mg/mL (biofilmes maduros)
e 50 mg/mL (biofiimes em formacdo) em diminuir o peso seco do precipitado,
proteinas do sobrenadante, WSP, ASP e eDNA. Assim, a NAC apresentou efeito
fungistéatico contra as CaS e CaR, com um efeito concentracdo-dependente. O efeito
antibiofilme da NAC foi decorrente de sua acéo fungistatica, uma vez que somente
as concentracfes que inibiram a viabilidade fungica reduziram a biomassa. Houve
uma tendéncia da NAC em diminuir os componentes sollUveis da matriz. Este foi um
estudo experimental in vitro inicial, que visa futuramente a aplicabilidade clinica da
NAC como um coadjuvante no controle de biofilme de Ca sobre a superficie de
préteses dentarias.

Palavras — chave: Acetilcisteina. Biofilmes. Matriz extracelular. Candida albicans.
Farmacorresisténcia fangica.
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ABSTRACT

Candida albicans is the main fungal pathogen in humans, responsable for local and
systemic infections, such as oropharyngeal candidiasis and candidemia. These
fungal infections are associated with biofilm formation. The abusive use of antifungals
has led to the development of fungal resistance. The therapies towards the biofilms,
mainly against the matrix, are relevant for the development of more effective new
treatments. One of the agents that have demonstrated antibiofilm action is N-
acetylcysteine (NAC). Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect in
vitro of NAC on biofilms of C. albicans susceptible (CaS) and resistant to fluconazole
(CaR). CaS and CaR were submitted to the susceptibility test to NAC. The time-kill
curves of NAC and its effect on biofilm formation and mature biofilms were also
determined for both strains. Finally, the effect of NAC on the composition of the
biofilms matrix was evaluated [total and pellets’s dry weight, water (WSP) and alkali
soluble polysaccharides (ASP), supernatant and pellet’s proteins, and extracellular
DNA (eDNA)]. The data were descriptively analyzed and submitted to the
ANOVA/Welch and Tukey/Gomes-Howell or Kruskal-Wallis tests (a= 0.05). The
minimum inhibitory concentration of NAC with 90% of reduction (MICg) was 25
mg/mL. Although no minimum fungicidal concentration (MFC) value was found, NAC
reduced (p< 0,001) the fungal viability by 1.81 to 4.06 logio for both strains. In the
time-kill curves, only concentrations > MIC reduced the fungal growth for 24 h, this
fungistatic action was most evident between 8-10 h. Concentrations < MIC increased
the fungal growth. For biofilm formation, concentrations > MIC (100 and 50 mg/mL)
inhibited the viability (reduction of 1.41 to 2.77 logio) and the biomass (reduction of
39 to 88%) for both strains, and for CaS NAC at 25 and 12.5 mg/mL reduced the
biomass in 77 and 34%, respectively. This inhibitory effect of NAC was also observed
in differents stages of biofilm formation (24, 12, and 6h). For mature biofilms, only
NAC at 100 mg/mL reduced the viability (1.12 to 2.30 logio) of both strains, and for
CaR 50 and 25 mg/mL of NAC reduced 1.26 and 0.64 logio, respectively. NAC 100
mg/mL reduced the biomass in 69-72% for both strains, and for CaR NAC at 50 and
25 mg/mL also reduced the biomass in 64 and 48%, respectively. NAC 12.5 mg/mL
also increased (p< 0.001) the CaS viability during biofilm formation and for mature
biofilm. For the components of biofilms matrix, NAC at 100 mg/mL (mature biofilms)
and 50 mg/mL (biofilm formation) seems to show a tendency in decreasing the
pellet’'s dry weight, supernatant’s proteins, WSP, ASP, and eDNA. Therefore, NAC
showed a fungistatic effect against CaS and CaR, with a concentration-dependent
effect. The antibiofiim effect was due to its fungistatic action, since only
concentrations that inhibited fungal viability reduced the biofilms biomass. NAC
seems to reduce the soluble components of the biofilms matrix. This is an initial in
vitro study, which will drive the future clinical application of NAC as a coadjuvant in
the control of Ca biofilm on the surface of dental prostheses.

Keywords: Acetylcysteine. Biofilms. Extracellular matrix. Candida albicans. Fungal
drug resistance.
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1 INTRODUCAO

Biofilme € o nome dado a uma comunidade complexa de micro-organismos
incorporados em uma matriz extracelular (MEC), aderida a uma superficie inerte ou
vival3. A formacdo do biofilme é dividida em algumas fases e organizada de forma
ciclica e continua3. A estrutura de um biofilme maduro proporciona vantagens para
0S micro-organismos em comparagdo com sua forma planctonica, pois a
organizagcdo em comunidade facilita a captacdo de nutrientes, maior protecéo contra
desidratacdo e resisténcia a antimicrobianos®. Os biofilmes s&o responsaveis por
boa parte das infeccbes humanas e tém ligacdo com a exacerbacdo ou amenizagao
dos sintomas, tornando as infeccdes persistentes dificeis de serem eliminadas por
antimicrobianos e pelo sistema imunoldgico?.

A candidiase é a infeccdo fangica que mais acomete o0s seres humanos,
sendo causada por fungos do género Candida, principalmente pela espécie Candida
albicans, que é a mais prevalente!. C. albicans vive como um micro-organismo
comensal nas mucosas oral e genital, trato digestivo e pele na maioria dos
individuos saudaveis. Entretanto, sob certas condi¢des, pode ocorrer a transicao de
fungo comensal para patdogeno oportunista, podendo invadir tecidos e provocar
infeccdes®. A capacidade de C. albicans mudar sua morfologia de levedura
(comensal) para forma filamentosa de hifas ou pseudohifas (invasiva, infecciosa) é
conhecida como polimorfismo®. Outro importante fator de viruléncia desse fungo é a
sua flexibilidade de adaptacdo e capacidade de adesdo em sitios variados,
principalmente a formacdo de biofilme’. Infeccdes microbianas de uma forma geral,
o que inclui a candidiase bucal, estdo fortemente associadas a biofilmes&.

Dentre os fatores de risco para o desencadeamento da candidiase
orofaringea esta o uso de proteses dentarias (conhecida como estomatite protética),
antibidticos por tempo prolongado, terapias imunossupressoras, diabetes, ma
nutricio e a debilidade decorrente do tratamento do cancer (quimio e
radioterapia)®!®. Devido a forte ligacdo da infeccdo flingica com o estado
imunolégico do paciente, a candidiase ja foi considerada um indicador do
desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) antes do
surgimento dos antirretrovirais'*. Em determinados casos, a infeccédo bucal pode se
prolongar para o trato gastrointestinal inferior ou para a corrente sanguinea, gerando

um quadro de fungemia®. Mais de 90% dos casos de fungemia sédo provocados pelo
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género Candida (candidemia), e essa infeccdo sisttmica em pacientes
imunossuprimidos pode evoluir para o 6bito em 40% a quase 80% dos casos®!1213,
Nas ultimas décadas houve um crescimento consideravel dos casos de infeccdes
nocominais geradas por fungos, aumentando consequentemente o indice de
mortalidade; até 60% dos Obitos provenientes dessas infec¢des hospitalares sao
causadas por fungos'4. Candida spp. vém se destacando nesse contexto, pois
corresponde a até 80% das infec¢des fungicas de origem hospitalar e corresponde a
guarta causa de infeccdo da corrente sanguinea'4, geralmente associadas a uso de
cateter’. Essas infecgGes sdo sérias, pois células organizadas em biofilme séo
resistentes a antifingicos, sendo necesséarias novas terapias para eliminar o
biofilme’.

Um importante componente do biofime € a MEC, que € responsavel pela
arquitetura tridimensional do biofilme e propriedades mecanicas, como forca
adesiva, coesdo e rigidez, aléem de permitir agregacdo ou agregados de células
organizadas (microcolonias)!®. Esse ambiente modula a expressdo génica, o
metabolismo e a sinalizacéo celular por moléculas que influenciam o comportamento
microbiano (quorum sensing)!®>. De maneira geral, a MEC do biofilme é composto
por carbiodratos (B-glucanos e mananas), proteinas, lipidios e DNA extracelular
(eDNA)'. Entretanto, apesar desta vasta variedade na sua composicéo, a fungéo de
cada componente presente na MEC de C. albicans ainda ndo é conhecida®. Uma
vez que a MEC protege as células dentro do biofilme e atua como uma barreira fisica
aos agentes externos, como antimicrobianos!’, novas terapias direcionadas para a
desestruturacdo da MEC podem ser potencialmente promissoras.

Tradicionalmente a candidiase é tratada por medicamentos tépicos ou
sistémicos'®. A terapia medicamentosa tépica muitas vezes tém resultados efetivos,
porém sua concentracdo na cavidade bucal torna-se reduzida a valores
subterapéuticos devido aos efeitos diluentes da saliva e a acdo de limpeza da
musculatura bucal, necessitando de multiplas doses do medicamento e cooperacéo
do paciente!®. A terapia medicamentosa sistémica, por sua vez, pode promover
efeitos colaterais hepatotoxicos e/ou nefrotoxicos, o que exige muita cautela durante
sua prescricdo'®, além do risco de desenvolver cepas resistentes devido ao uso
indiscriminado dos agentes antifungicos?®. Clinicamente, a resisténcia aos
antifangicos provoca a falha de determinada terapia antifungica, resultando na

persisténcia ou até progresséo da infeccdo?l. Em termos laboratoriais, a resisténcia
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antifingica € mensurada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, a
concentracdo minima do farmaco necessaria para inibir o crescimento do micro-
organismo?2. A partir da CIM, por meio de protocolos padrdes, se estabelece uma
série de concentracdes do agente antimicrobiano ao longo de um periodo de tempo
definido. Atualmente, a resisténcia microbiana € uma ameaca mundial e uma das
maiores preocupacdes da area da saude?.

Devido as limitacBes apresentadas atualmente pelos tratamentos disponiveis
para infeccbes microbianas, outros métodos antimicrobianos estdo sendo
pesquisados. Uma alternativa terapéutica € a N-acetilcisteina (NAC), um derivado do
aminoacido L-cisteina®#?>. A NAC é um agente mucolitico com ampla margem de
seguranca e bastante difundido na pratica médica®%-3!, comercialmente conhecido
como Fuimucil/Flumucil, Bromuc, etc. Sua fragédo ativa, sitio tiol (-sh), desempenha
um papel na eliminagéo de radicais livres e destruicdo das ligagbes de dissulfeto
intermolecular ou intramolecular em proteinas, o que reduz a viscosidade das
secrecdes®3, A NAC é um potente antioxidante, atuando contra radiais livres
oxidantes nas células do tecido pulmonar®®, sendo administrado na medicina por
vias inalatdria, intravenosa? e principalmente oral e intramuscular3*,

A NAC tem multiplas aplicacbes terapéuticas, sendo mais frequentemente
usada para reduzir a viscosidade do muco em bronquite cronica®>26.28-30.35 em
pacientes com comprometimento pulmonar, incluindo pacientes pediatricos com
fibrose cistica®®, e como desintoxicante para overdose de paracetamol?429:31.36.37 33
existem evidéncias de que a NAC, isolada ou em associacdo com antibiotico, pode
diminuir o risco da intensificacdo de bronquite cronica, doenca pulmonar obstrutiva e
rinossinusite®*. Os bons resultados da NAC na medicina pulmonar tém despertado
certo interesse em estudar seu efeito em outras doencas mediadas por biofilme?”’.
Por exemplo, na agricultura, ja foi demonstrada a capacidade da NAC em controlar
bactérias que atacam citrus, oliveiras, tomates e hortalicas3®. A bactéria Xylella
fastidiosa forma um biofilme no xilema das plantas, que compromete o fluxo de 4gua
e sais minerais. Sob forma de pulverizador, a NAC, além de regredir a doenca,
possibilitou aumento na produtividade, e os frutos apresentaram maior diametros8,
Essas investigagbes de novas indicagoes de medicamentos que originalmente séo
designados para outra proposta sao conhecidas como “reaproveitamento de

medicamento” (drug repurposing), cujas vantagens incluem menor tempo e menor
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custo de investigacdo, como aqueles despendidos para a avaliacdo clinica de
seguranca do medicamento®°.

A NAC é um composto ndo antibiotico que tem sido investigada com relacdo a
suas propriedades antimicrobianas?’?°3°, Foi demonstrado que a NAC diminuiu a
producdo de polissacarideos extracelulares, rompeu biofilmes maduros e reduziu a
adesdo das bactérias a superficies?’*. Na area odontolégica, a NAC tem se
mostrado eficiente na reducdo da formacdo dos biofilmes em uma variedade de
patdgenos endodobnticos clinicamente importantes?”?°. Pesquisas recentes
exploraram a capacidade da NAC em aumentar os efeitos dos antibidticos
convencionais®, seu uso na inibicdo da adesdo de bactérias as células epiteliais e
superficie de dispositivos médicos3!3¢, e sua acdo na formacdo de biofilme de uma
gama de bactérias importantes na area da saude, tais como: Pseudomonas
aeruginosa®®4!, Escherichia coli*?, Staphylococcus epidermidis*®, Staphylococcus
aureus®! e Streptococcus pneumoniae“®.

Pesquisas in vitro sugerem que a NAC tem uma atividade antibiofilme
promissora, com atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos?/:31:4-
43, Porém, ainda sdo desconhecidos os mecanismos dessa atividade antimicrobiana
e antibiofilme da NAC, necessitando de mais pesquisas para entender melhor o
potencial dessa substancia nas infec¢des relacionadas a biofilmes. Existem algumas
hipéteses para explicar o mecanismo da atividade antimicrobiana da NAC: 1. inibicédo
competitiva da utilizacdo de cisteina; 2. reacdo do grupo sulfidrii da NAC com
proteinas bacterianas; e 3. desorganizacdo do equilibrio redox intracelular com
potenciais efeitos indiretos no metabolismo celular e vias de transducédo de sinal
intracelular#'44, J4 a atividade da NAC na dispersdo do biofilme pré-formado pode
ser devido a perturbacao da fisiologia microbiana, ou devido a um efeito direto da
NAC na arquitetura da MEC do biofilme (por quelacdo de calcio e magnésio ou
interacdo com componentes cruciais na MEC)#144,

Alguns estudos avaliaram a acdo da NAC sobre C. albicans*>4’, porém em
apenas um deles foi utilizado cepas padrdes?®®, os outros trabalharam com isolados
clinicos. Sabe-se que cepas de isolados clinicos apresentam diferencas fenotipicas
gue podem afetar seu comportamento, como viruléncia e capacidade de formacgéo
de biofilme, e por isso é importante avaliar cepas padrdes. Adicionalmente, a agédo
da NAC contra cepas resistentes a antifUngicos ainda nao foi avaliada, e, caso

efetiva, pode indicar a NAC como uma alternativa aos antifingicos convencionais.
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Também nado foram encontrados estudos sobre o efeito da NAC na composicdo da
matriz do biofilme fangico. Assim, a hipétese do presente estudo in vitro € que a
NAC pode apresentar efeito antifiingico e/ou antibiofilme contra cepas padrdes de C.
albicans susceptivel (CaS) e resistente (CaR) ao fluconazol.

Este estudo visa a possibilidade da aplicacdo clinica da NAC como uma
solucdo auxiliar no controle do biofilme de Ca sobre a susperficie de proteses
dentarias e outros dispositivos médicos que apresentam formacao de biofilme de Ca,
podendo atuar na prevencdo e/ou tratamento da candidiase associada ao uso de
prétese (estomatite protética).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, a presente investigacao concluiu que:

1-

A NAC apresentou apenas efeito fungistatico, mas ndo fungicida, contra
CaS e CaR. Foi observado um efeito concentracdo-dependente, sendo
gue a concentracado subCIM de 12,5 mg/mL apresentou um efeito oposto
as concentracfes acima e igual a CIM;

A NAC s6 apresentou efeito antibiofime para CaS nos biofilmes em
formacao de 48h. Nos outros biofilmes, esse efeito foi decorrente de sua
acao fungistatica, uma vez que somente as concentracdes que inibiram a
viabilidade fungica reduziram a biomassa tanto de biofilmes maduro como
de biofilmes em formag&o em tempos reduzidos para ambas as cepas.
Nos componentes da matriz dos biofilmes, apesar de nao ter sido possivel
realizar uma analise inferencial, observou-se uma tendéncia de reducao
dos componentes da matriz (WSP, ASP, proteinas e eDNA) dos biofilmes
tratados com a NAC para ambas as cepas, com efeito mais evidente sobre

0s componentes soluveis da matriz.
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